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Nama Penyusun : Sahyuni Hamzah 
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Judul Skripsi  : Isolasi Senyawa Metabolit Sekunder dari Ekstrak Etil Asetat    
Spons Stylotella sp. asal Kepulauan Selayar dan Uji Aktivitas  
terhadap Sel Kanker Payudara MCF-7. 
 
 Spons Stylotella sp. merupakan salah satu jenis hewan invertebrata laut yang 
penyebarannya luas di wilayah laut Indonesia salah satunya di Kepulauan Selayar. 
Spons  memiliki potensi sebagai obat pada masa mendatang karena kandungan 
metabolit sekunder yang dihasilkan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis 
senyawa metabolit sekunder dan untuk mengetahui bioaktivitas senyawa r terhadap 
sel kanker payudara MCF-7 yang terdapat pada ekstrak etil asetat Spons Stylotella sp. 
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstraksi, fraksinasi dan 
pemurnian. Uji kemurnian dilakukan dengan uji tiga sistem eluen pada KLT yaitu 
eluen kloroform:etil asetat (9:1), eluen n-heksan:aseton (8:2), eluen kloroform:aseton 
(9:1). Isolat murni kemudian diuji kualitatif dan dikarakterisasi dengan 
spektrofotometer Fourier Transform Infra Red (FTIR). Hasil menunjukkan bahwa 
isolat murni mengandung senyawa alkaloid sedangkan uji aktivitas terhadap sel 
MCF-7 dengan menggunakan metode kolorimetri menunjukkan nilai IC50  14987,50 
µg/mL yang berarti tidak bersifat toksik. 
 










Author’s name : Sahyuni Hamzah 
NIM   : 60500114022 
Thesis title  : Isolation of Secondary Metabolites Compound of Ethyl  
 
                                      Acetate Extract sponge Stylotella sp. Selayar origin and Test  
 
                                   Activities against Breast Cancer Cells MCF-7. 
 
 Sponge Stylotella sp. is one type of marine invertebrate animals,  that spread 
widely in Indonesian waters one of them in the Island of Selayar. Sponge has 
potential as a drug in the future because of the content of secondary metabolites 
produced. This study aims to determine the type of secondary metabolites and 
bioactivity of compounds to determine r against breast cancer cells MCF-7 contained 
the ethyl acetate extract Sponge Stylotella sp. The method used in this study is the 
extraction, fractionation and purification. Purity test is done by testing three systems 
on TLC eluent namely eluent chloroform: ethyl acetate (9: 1), eluent n-hexane: 
acetone (8: 2), eluent chloroform: acetone (9: 1). Pure isolates were then tested 
qualitative and characterized by a spectrophotometer Fourier Transform Infra Red 
(FTIR). The results showed that pure isolates containing alkaloids while testing 
activity against MCF-7 cells using a colorimetric method showed IC50 14987.50 mg / 
mL, which means not toxic. 
 













A. Latar Belakang 
 Laut merupakan bagian terluas dari bumi yang menjadikannya sebagai habitat 
jutaan spesies. Lautan Indonesia merupakan wilayah indopasifik dan sebagai salah 
satu titik penyebaran biota laut dengan keanekaragaman terbesar (Sumaryono, dkk., 
2005). Indonesia merupakan negara kepulauan dengan garis panjang pantai sekitar 
81.000 Km (Wewengkang, dkk., 2014) dengan perbandingan luas lautan dan daratan 
7:3, hal ini menjadikan Indonesia memiliki potensi keanekaragaman hayati laut 
sehingga memberi peluang yang dapat dimanfaatkan dalam berbagai bidang industri 
termasuk makanan, zat warna, kosmetik dan kesehatan (Handayani, dkk., 2010).  
 Selayar termasuk salah satu kepulauan di Indonesia yang memiliki 
keanekaragaman biota laut yang tinggi, hal ini disebabkan banyak ditemukannya 
terumbu karang dan tumbuhan lamun. Selain itu, letak geografis kepulauan selayar 
yang membujur dari Selat Bira sampai Laut Flores menyebabkan luas wilayah 
perairannya lebih luas daripada daratannya yaitu sekitar 21.138,41 km
2 
(94,68%) 
sedangkan wilayah daratannya sekitar 1.188,28 km
2 
(5,32%) (Firman, 2010) hal ini 
menjadikan Kepulauan Selayar memiliki keunggulan yang bersifat komparatif di 
bidang sumber daya alam yang dapat dikelola untuk kesejahteraan manusia (Suryati, 
1996), sebagaimana yang terdapat pada firman Allah SWT pada Q.S. al-Nahl/ 16: 14 






                                  
                        
 
Terjemahnya:  
 “Dan Dialah yang menundukkan lautan (untukmu), agar kamu dapat 
memakan daging yang segar (ikan) darinya, dan (dari lautan itu) kamu 
mengeluarkan perhiasan yang kamu pakai. Kamu (juga) melihat perahu 
berlayar padanya, dan agar kamu mencari sebagian karunia-Nya, dan agar 
kamu bersyukur.” (Kementrian Agama, 2010). 
  Ayat di atas menguraikan apa yang terdapat di dalam air, ayat ini menyatakan 
bahwa : Dan Dia, yakni Allah swt., yang menundukkan lautan dan sungai serta 
menjadikannya tempat hidup binatang dan tempatnya tumbuh berkembang serta 
pembentukan aneka perhiasan. Dijadikan demikian agar manusia dapat menangkap 
ikan dan sebangsanya yang berdiam di laut sehingga dapat dimakan serta nikmat 
lainnya berupa perhiasan-perhiasan yang berasal dari dalam laut, seperti biji-biji 
mutiara, emas, permata, marjan dan lain sebagainya (Shihab, 2002). 
  Para peneliti melakukan penelitian mengenai biota laut baik dalam 
mengklasifikasi, isolasi, karakterisasi dan pengujian aktivitas terhadap senyawa 
bahan alam yang berasal dari laut. Peneliti memanfaatkan senyawa bioaktif bahan 
alam berdasarkan sifat biologisnya dengan cara mensintesis dan dimanfaatkan dalam 
bidang pengobatan (Faizal, dkk., 2014). Pengobatan dengan memanfaatkan bahan 
alam telah berlangsung sejak ribuan tahun yang lalu, baik dengan cara memanfaatkan 
42 
 
ekstrak kasar secara konvensional hingga masa kini dimana bahan alam dapat 
diperoleh dalam bentuk isolatnya dari hasil proses isolasi. 
  Keanekaragaman molekul yang sangat tinggi pada biota laut ini disebabkan 
oleh perubahan suhu ekstrim, salinitas, tekanan, serta penyebaran virus dan patogen 
(Herdiansyah, dkk., 2015). Organisme laut khususnya invertebrata memiliki 
kandungan senyawa kimia terbanyak dibandingkan tumbuhan laut. Contoh 
invertebrata Spons laut (Filum Porifera), Hewan lumut (Filum Bryozoa), Soft Coral 
(Filum Cnydaria) dan Hewan bermantel (Filum Tunicata) (Handayani, dkk., 2010). 
Sebagai biota laut yang tidak bertulang belakang spons menempati urutan pertama 
sebagai sumber senyawa kimia yang memiliki bioaktivitas, yang dikenal sebagai 
senyawa bioaktif (Muniarsih, 2003).  
  Telah dilaporkan dalam beberapa dekade terakhir bahwa telah ditemukan 50% 
senyawa bioaktif yang berasal dari invertebrata laut khususnya dari filum Porifera 
(Asaf, dkk, 2012).  Berbagai senyawa kimia yang telah berhasil diisolasi dari spons 
yaitu alkaloid, terpenoid, poliketida, acetogenin dan lain-lain (Muniarsih, 2003). 
Ekstrak metabolit sekunder dari spons memiliki sifat bioaktivitas sebagai sitotoksik, 
antitumor, antileukimia, antivirus, antibakteri, antifungi, immunomodulator, dan 
antiinflamasi (Suparno, 2005). Sebagaimana firman Allah SWT pada Q.S. Shaad/ 38: 
27 yang menjelaskan tidak ada penciptaan yang sia-sia. 
 
                           




 “Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada di antara 
keduanya dengan sia-sia. Itu anggapan orang-orang kafir, maka celakalah 
orang-orang yang kafir itu karena mereka akan masuk neraka” (Kementrian 
Agama, 2010).  
 
Ayat di atas menyatakan : Dan kami tidak menciptakan langit dan bumi serta 
apa yang ada antara keduanya seperti udara,dan tentu tidak juga Kami menciptakan 
kamu semua dengan batil yakni sia-sia tanpa hikmah. Yang demikian itu adalah 
anggapan orang-orang kafir dan karenanya mereka berkata bahwa hidup berakhir di 
dunia ini, tidak akan ada perhitungan, juga tidak ada surga dan neraka, maka 
kecelakaan yang amat besar menimpa orang-orang kafir akibat dugaannya itu karena 
mereka akan masuk neraka. Allah SWT menciptakan  langit dan bumi juga segala 
yang ada di antara keduanya dengan tata aturan yang demikian rapi, indah serta 
harmonis. Ini menunjukkan bahwa Dia tidak bermain-main yakni tidak 
menciptakannya secara sia-sia tanpa arah dan tujuan yang benar (Shihab, 2002).  
 Seandainya penciptaan alam ini tanpa tujuan yang haq, maka itu berarti apa 
yang dilakukan Allah swt. menyangkut kehidupan dan kematian makhluk, serta 
penciptaan serta pemusnahannya, semua dilakukan-Nya tanpa tujuan. Tetapi karena 
itu bukan permainan, bukan juga tanpa tujuan, maka pasti yang Maha Kuasa itu 
membedakan antara yang berbuat baik dan buruk, lalu memberi ganjaran balasan 
sesuai amal perbuatan masing-masing (Shihab, 2002).  
Firman Allah swt. di atas telah dibuktikan bahwa spons memiliki 
keanekaragaman dan telah dipublikasikan sekitar 7000 jenis (Handayani, dkk., 2012) 
sehingga hal ini menjadi peluang ditemukannya senyawa bioaktivitas yang lebih 
banyak lagi di masa mendatang dan dapat dimanfaatkan dalam bidang pengobatan. 
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Menurut Wewengkang, dkk (2014), diperkirakan terdapat 830 jenis spons yang 
tersebar di wilayah laut Indonesia. Pemanfaatan spons tidak maksimal serta 
keberadaanya masih dianggap sebagai limbah. Menurut Suparno (2005) terdapat 
beberapa kendala yang dihadapi dalam penelitian biota laut di Indonesia yaitu peta 
penyebaran mengenai keberadaan biota laut belum ada, kurangnya informasi tentang 
biota laut serta habitatnya, tidak meratanya fasilitas penelitian berupa saran dan 
prasarana serta pakar penelitian dan kurangnya ahli taksonomi dibidang tertentu 
contohnya ahli spons. Selain itu Menurut Oscar Schmidt (dalam Erpenbeck, 2004), 
terdapat kesulitan dalam mengelompokkan spons karena organisme tersebut memiliki 
bentuk yang sangat sederhana, terdapat ketidakpastian dalam sistematika spons yang 
masih ditemui hampir pada semua tingkat taksonomi, hal ini menjadi faktor kepada 
peneliti untuk meneliti kandungan kimia spons yang dapat dijadikan sebagai obat 
berpotensi, salah satunya adalah jenis Spons Stylotella. 
 Beberapa tahun terakhir, di luar wilayah Indonesia banyak penemuan senyawa 
baru dari spons genus Stylotella yang berpotensi sebagai obat. Beberapa di antaranya 
yaitu penemuan senyawa cycloheptapeptide yang diberi nama stylostatin 1 memiliki 
bioaktivitas sitotoksik, senyawa ini diisolasi dari spons laut jenis Stylotella aurantium 
yang berasal dari perairan  papua nugini (Pettit dkk., 1992).  
Menurut Chumko dkk. (2016), spons Stylotella termasuk dalam famili 
Halichondriidae yang diketahui secara umum sebagai spons mangga karena rata-rata 
berwarna orens terang, bertekstur lembut dan mengandung senyawa metabolit 
dichloroimine (Simpson dkk, 1997). 
 Menurut Faturoso (2012), dua jenis spons genus Stylotella agminata dan 
Stylotella aurantium berpotensi sitotoksik terhadap beberapa sel kanker dengan IC50 
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0,1-10 μg/mL. Adapun penemuan senyawa Axinellin yang diperoleh dari fraksi 
diklorometan Spons Stylotella dari Kepulauan Fiji memiliki  aktivitas antikanker 
dengan nilai ID50S 0,47 dan 0,45 μg/mL yang dapat melawan tumor ovarium A2780 
dan sel kanker leukemia K562 (Tabudravu, dkk., 2001). Ditemukan 5 senyawa baru 
seskuiterpen yang diisolasi dari ekstrak aseton  Spons Stylotella aurantium yang 
berasal dari Iromote Island kemudian dipartisi dengan etil asetat-air, 4 diantaranya 
menunjukkan aktivitas sitotoksik dengan nilai IC50  antara 0,1-1 μg/ mL yang dapat 
melawan sel tumor (Musman, dkk., 2001).  
 Isolasi senyawa baru prolin dekapeptida yang disebut Stylopeptida dan 
Stylostatin dari ekstrak diklorometan-metanol spons Stylotella sp. yang dapat 
melawan aktivitas  dari sel leukemia P388 dengan nilai ED50 1,5 μg/mL (Brennan, 
dkk., 2000). Senyawa isosianida dan Stylotellin dari spons Stylotella sp. yang 
diekstrak dari metilen klorida (Pais, dkk., 1987). Ditemukan 2 senyawa seskuiterpen 
yang diberi nama sebagai Stylotellanes A dan B dari ekstrak kasar Spons Stylotella 
aurantium yang berasal dari laut Fijian dapat menghambat secara lemah pertumbuhan 
sel leukemia P388 (Simpson, dkk., 1997). Turunan senyawa 4,5-dibromo diperoleh 
dari ekstrak metanol spons Stylotella aurantium secara selektif dapat melawan sel 
melanoma dengan nilai IC50 0,25 μg/mL (Kinnel, dkk., 1998) dan senyawa 
Wainunumida yang diisolasi dari ekstrak diklorometan sebagai senyawa sitotoksik 
yang dapat melawan kanker (Mosmann, 1983).  
Spons Stylotella diketahui memiliki senyawa alami yang bervariasi seperti 
Axinellin C, Wainunumida dan  Styloguanidines. Telah disebutkan bahwa penelitian 
mengenai kajian aktivitas biologi yang berasal dari spons Stylotella aurantium  jarang 
dilaporkan (Chumko dkk., 2016). Beberapa senyawa bioaktif spons Stylotella 
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diperoleh dari ekstrak semi polar, sehingga memungkinkan untuk ditemukan lagi 
senyawa bioaktif menggunakan pelarut semi polar. 
 Berdasarkan uraian tersebut maka dilakukan penelitian Isolasi Senyawa 
Metabolit Sekunder dari Ekstrak Etil Asetat Spons Stylotella sp. asal Kepulauan 
Selayar dan uji aktivitas terhadap Sel Kanker Payudara MCF-7. 
 
B. Rumusan Masalah 
 Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu : 
1.  Apa jenis senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam ekstrak etil asetat 
spons Stylotella sp. ? 
2. Bagaimana bioaktivitas senyawa metabolit sekunder pada ekstrak etil asetat 
spons Stylotella sp. terhadap sel kanker payudara MCF-7 ? 
 
C. Tujuan Penelitian 
 Tujuan pada penelitian ini yaitu 
1. Untuk mengetahui jenis senyawa metabolit sekunder yang terdapat dalam 
ekstrak etil asetat spons Stylotella sp.  
2. Untuk mengetahui bioaktivitas senyawa metabolit sekunder yang terdapat 
pada ekstrak etil asetat spons Stylotella sp. terhadap sel kanker payudara 
MCF-7. 
 
D. Manfaat Penelitian 
 Manfaat pada penelitian ini yaitu 




2. Diharapkan hasil penelitian ini memberikan informasi kepada pembaca bahwa 




























A. Biota Laut 
 Biota laut seperti koral, spons, ikan dan mikroorganisme dalam beberapa 
tahun terakhir telah menjadi objek penelitian untuk senyawa yang memiliki aktivitas 
biologis sebagai antiiflamasi, antivirus dan antikanker (Haeria, 2014). Sebagaimana 
yang terdapat pada firman Allah SWT pada Q.S. al-Maidah/ 5: 96 yang menjelaskan 
bahwa laut sebagai sumber kehidupan dimana didalamnya terdapat makanan yang 
dihalalkan sehingga dapat digunakan dalam berbagai bidang industri. 
 
                                  
                       
Terjemahnya:  
 “Dihalalkan bagimu hewan buruan laut dan makanan (yang berasal) dari laut 
sebagai makanan yang lezat bagimu, dan bagi orang-orang yang dalam 
perjalanan dan diharamkan atasmu (menangkap) hewan darat, selama kamu 
sedang ihram. Dan bertakwalah kepada Allah yang kepada-Nya kamu akan 
dikumpulkan (kembali)” (Kementrian Agama, 2010). 
 Dengan ayat ini dibukakanlah seluas-luasnya tentang halalnya segala jenis 
binatang yang hidup di laut atau dalam air. Segala macam ikan, kepiting, ambai-
ambai, teripang dan sebagainya. Mengenai makanan laut yang telah disebutkan dalam 
ayat tersebut, dijelaskan oleh Hadis-hadis Abu Hurairah dan keterangan dari Abu 
Bakar, dan Umar dan Ibnu Abbas dan Abu Ayub dan Jabir bin Abdullah, yang 
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semuanya merupakan sahabat Rasulullah SAW. yang dimaksud tentang makanan 
laut, sebagai tambahan dari buruan laut tadi, ialah ikan atau isi laut yang lain, yang 
diantarkan ombak atau dibawa  air pasang naik ke tepi dan setelah surut dia tinggal, 
baik hidup ataupun mati, semuanya halal dimakan. Jadi ayat ini dapat disimpulkan 
artinya demikian: “Dihalalkan bagi kamu pergi menangkap ikan ke laut dengan 
segala macam alatnya, seumpama jaring, kail, pukat, jala, pasap dan sebagainya. 
Dihalalkan bagi kamu seluruh hasil buruan itu ataupun makanan dari seluruh binatang 
laut, yang didapat bukan karena dikail, baik kail orang lain ataupun kail kamu sendiri 
(Hamka, 1983). 
 Menurut Suwignyo, dkk (2005), terdapat beberapa filum dari biota laut 
avertebrata yaitu filum Protozoa, Coelenterate, Ctenophore, Platyhelmintes, 
Rhynchocoela, Entoprocta, Rotifera, Kinorhyncha, Gastrotricha, Nematoda, 
Bryozoa, Echiura, Brachiopoda, Molusca dan Porifera. Klasifikasi biota laut pada 
dasarnya ditinjau  dari sifat hidup, habitat dan gerakan berjalan bukan dari ukuran 
besar kecilnya  (Nybakken, 1993). 
 
B. Spons 
 Porifera digolongkan kedalam hewan yang bersel banyak tetapi memiliki 
bentuk paling sederhana atau primitif karena tidak memiliki jaringan sejati, organ 
serta sel-sel tidak tersusun dengan  baik. Dalam klasifikasi, porifera termasuk hewan 
walaupun bersifat menetap (Suwignyo, dkk., 2005) dan termasuk dalam sebuah grup 
hewan yang sangat berbeda dengan tipe lainnya (Lytle dan Meyer, 2005). 
 Spons termasuk dalam filum porifera yang berasal dari bahasa latin, porus 
berarti pori sedangkan fer berarti pembawa (Asro, dkk., 2013). Spons termasuk biota 
laut yang memiliki keanekaragaman jenis sehingga memiliki berbagai karakteristik 
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senyawa bioaktivitas, diantara  biota laut spons kaya akan senyawa metabolit 
sekunder dan  populasinya yang  luas menjadikannya sebagai objek penelitian yang 
menarik untuk dikaji. Menurut Wewengkang, dkk (2014), spons memiliki potensi 
bioaktif yang belum banyak dimanfaatkan dan merupakan komponen penyusun 
terumbu karang.  
 Menurut Asaf, dkk (2012), spons terdiri atas 10.000 spesies dan biasanya 
ditemukan  kesulitan dalam identifikasi disebabkan adanya perbedaan bentuk dari 
spons yang sama pada setiap habitatnya. Lingkungan hidup tempat tinggal spons 
bukan hanya mempengaruhi bentuk tetapi juga mempengaruhi keaktifan senyawa 
metabolit sekunder (Hafidzah, 2011).  
1. Morfologi Spons 
 Spons dapat dijumpai dengan bentuk dan warna yang beraneka ragam, hal ini 
disebabkan adanya zooxanthellae yang hidup dalam  jaringan spons (Pratiwi, 2006). 
Selain itu, morfologi spons dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu faktor kimiawi, 
fisik dan biologis lingkungannya. Ukuran dan bentuk spons bervariasi sebagai akibat 
dari lingkungannya  misalnya spons cenderung pendek pertumbuhannya apabila 
hidup di daerah dangkal dan berombak besar. Spons dari spesies yang sama tetapi 
berasal dari lingkungan yang berbeda yaitu laut dalam dan berarus tenang memiliki 
bentuk lebih tinggi dan tegak. Spons terdiri atas berbagai bentuk dan ukuran, spons 
memiliki bentuk yang beragam seperti berbentuk percabangan seperti pohon, 
berbentuk kubah dan cawan. Adapun ukuran spons yang beragam  mulai dari bentuk 
jarum  pentul dan terdapat juga jenis yang memiliki ukuran garis tengah 0,9 m dan 
tebalnya mencapai 30,5 cm. Beberapa spons memiliki bulu getar yang disebabkan 
oleh spikula yang menyembul keluar dari badannya (Suparno, 2005). 
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2. Anatomi Spons 
 Spons terdiri dari spikula, ostia, oskula dan choanochyte. Menurut Harrison 
(2000), spikula merupakan gambaran karakteristik spons yang memiliki fungsi utama 
dalam membentuk  rangka pendukung spons. Adapun ostia sebagai saluran masuknya 
air dari lingkungan ke dalam tubuh spons, oskula sebagai saluran pembuangan dan 
saluran keluarnya sperma dan ovum dan choanochyte berfungsi menggerakkan silia 
untuk aliran air yang masuk ke dalam tubuh spons dan membawa sari makanan serta 
dalam menangkap sperma (Ackers, 2007). 
 
 
Gambar 2.1 Struktur sel sponge yang paling sederhana a) oskulum; b) sel 
penutup; c) sel amoebosit; d) sel pori (porosity); e) pori saluran 
masuk (ostia); f) telur; g) spikula triaxon; h) mesohil; i) sel 
mesenkin; j) bulu cambuk (flagella); k) sel kolar (choanocytes); 
l) sklerosit; dan m) spikula monoaxon  







3. Cara Makan Spons 
 Spons merupakan salah satu organisme multiseluler yang tidak memiliki 
tulang belakang (Setyowati, dkk., 2007). Selain itu spons termasuk dalam kelompok 
porifera dan filter feeder yaitu hewan laut yang berpori dan memiliki cara makan 
dengan cara menyaring air laut yang mengandung mikroorganisme (Abubakar, dkk., 
2011). 
 
4. Pertumbuhan dan Lingkungan Hidup Spons 
    Menurut Pratiwi (2006), sebagian besar spons hidup di laut dan hanya 
sebagian  kecil yang hidup di air tawar. Bentuk pertumbuhan spons dan metabolit 
sekunder dipengaruhi oleh beberapa faktor ekologis seperti kedalaman air, arus, suhu 
kandungan nutrien dan tingkat sedimentasi serta keadaan organisme predator yang 
hidup di sekitar spons, semakin banyak predator maka menyebabkan spons menjadi 
stress dan menghasilkan senyawa metabolit sekunder untuk dapat bertahan hidup, 
sehingga dikatakan spons sebagai hewan yang memiliki kemampuan untuk 
beradaptasi terhadap lingkungan tempat tinggal yang telah mengalami kerusakan 
(Asaf, dkk., 2012),  karena spons memiliki waktu hidup yang lama dan dapat 
bertahan  hidup pada lingkungan ekstrim sehingga spons dijadikan sebagai indikator 
pencemaran logam berat pada perairan (Siahaya, dkk., 2014). 
 
5. Reproduksi Spons 
Spons dapat melakukan reproduksi baik secara seksual yang melibatkan sel 
telur dan sel sperma maupun secar aseksul yang pada umumnya dengan cara 
fragmentasi (Amir dan Budiyanto, 1996). Pada umumnya spons berkelamin ganda 
atau dikenal dengan istilah hermaprodit. Namun, dalam memproduksi sel telur dan 
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sel sperma terjadi pada waktu yang berbeda. Sedangkan secara fragmentasi, 
potongan-potongan spons yang patah dapat hidup dengan memanfaatkan cadangan 
makanan yang terdapat di dalam tubuh dan hidup sebagai individu baru dan 
bergenerasi membentuk tunas yang baru untuk menjadi spons dewasa (Bergquist, 
1978). 
6. Senyawa Bioaktif Spons  
 Telah disebutkan bahwa spons menempati tempat pertama dari 434 struktur 
senyawa kimia yang mimiliki sifat antitoksik yaitu sebesar 193 senyawa 
dibandingkan moluska, alga dan biota laut lainnya (Setyowati, dkk., 2007). Selain itu, 
menurut Sipkema, dkk (2009) telah ditemukan 11% senyawa sitotoksik dari ribuan 
spesies spons yang diuji dan persentasenya lebih tinggi dibandingkan dengan 
organisme laut lainnya hal ini disebabkan karena spons memiliki hubungan dengan 
beragam mikroba. 
 Senyawa sitotoksik termasuk dari metabolit sekunder, contoh metabolit 
sekunder lainnya yang telah diidentifikasi dari spons yaitu Sequiterpenoid 
hydroquinone avarol yang diisolasi dari spons laut Dysidea avara (Sipkema, dkk., 
2009). 
 Senyawa metabolit sekunder lainnya yang diisolasi dari spons yang bersifat 
sebagai antimikroba yaitu aeroplysinin-1, strongylophorines, chromodorolide A, 
muqubilin, sigmosceptrellin-A, oroidin, aaptamine, demethylaaptamine, senyawa N-
amidino-4-bromo-pyrole-2-carboxamide, senyawa 3,5-dibromo-4-hydroxyphenyl-
acetamide, dan 4-acetamido-2,6-dibromo-4-hydroxy-cyclohexadienon. Selain itu 
terdapat pula beberapa senyawa yang bersifat sebagai antikanker diantaranya yaitu 
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spongouridin, spongothymidine, avaro, avaron, adociaquinon B, bistratamide D, dan 
makaluvamine N (Muniarsih, 2003). 
 
C. Klasifikasi Spons 
 Menurut Amir dan Budiyanto (1996), spons dapat dibagi kedalam 3 kelas, 
yaitu Demospongiae, Hexactinellida dan Calcarea. 
 1. Kelas Hexactinellida 
 Kelas Hexactinellida biasanya disebut sebagai spons gelas, pada umumnya 
berwarna pucat, biasanya berbentuk vas bunga atau mangkok, spikulanya tersusun 
atas silikat, memiliki tinggi tubuh sekitar 10-30 cm, habitatnya tersebar luas di laut 
dan hanya terdapat di kedalaman < 500 m sehingga jarang dieksplor (Amir dan 
Budiyanto, 1996). 
 2. Kelas Calcarea 
 Kelas Calcarea memiliki sedikit kesamaan dengan kelas Hexactinellida yaitu 
semuanya hidup di laut dan berwarna pucat. Adapun ciri-ciri lainnya berbentuk vas, 
silinder atau kendi, spikula tersusun dari kalsium karbonat (CaCO3) dalam bentuk 
calcite, memiliki struktur paling sederhana dibanding yang lain dan tinggi tubuh 
kurang dari 10 cm (Amir dan Budiyanto, 1996). 
3. Kelas Demospongiae 
 Menurut Hooper (2002), kelas Demospongiae yang paling banyak ditemukan 
diperairan laut dangkal hinga laut dalam dan ada juga yang hidup di air tawar, sekitar 
90% spons yang berada dilaut termasuk dalam kelas Demospongiae. Spons kelas ini 
berbentuk masif tidak beraturan, berwarna cerah dengan saluran air yang rumit, pada 
umumnya spikula tersusun atas silikat tetapi ada beberapa ordo hanya terdiri atas 
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serat sponging dan kolagen, tinggi tubuh pada umumnya mecapai lebih dari 1 m 
(Suparno, 2005). 
 
Tabel 2.1 Keragaman Sponge di Perairan Kawasan Timur Indonesia Kelas    Demospongiae 
subkelas Ceractinomorpha (Rahmat, 2006). 



























































































D. Spons Stylotella sp.  
 Stylotella merupakan salah satu jenis sponge yang termasuk dalam kelas 
Demospongia (Rahmat, 2006). Menurut  Suparno (2005),  tubuh spons Demospongia 
berwarna cerah karena mengandung pigman yang terdapat pada amoebosit 
sebagaimana warna dari spons Stylotella berwarna orens hingga kuning.  
 
 
    Gambar 2.2 Stylotella sp. 
    (Sumber: Yasakti, 2017) 
 Menurut hasil identifikasi Fakultas Perikanan dan Kelautan Universitas 
Hasanuddin (2018), klasifikasi spons Stylotella sp. adalah sebagai berikut: 
Kingdom  : Animalia 
Phylum  : Porifera 
Class  : Demospongiae 
Order  : Halichondrida 
Family  : Halichondriidae 
Genus  : Stylotella 




 Menurut Haedar dkk (2016), dari penelitian yang dilakukan spons  Stylotella 
dapat ditemukan di daerah reef flat yaitu sekitar 2, 4 dan 9 m yang disertai kondisi 
perairan yang jernih sehingga kesimpulan dari penelitiannya Stylotella memiliki  
frekuensi kemunculan tertinggi yaitu sebesar 100% dibandingkan jenis spons lainnya. 
Sedangkan kedalaman terbaik untuk pertumbuhan spons Stylotella adalah kedalaman 
3 m, kedalaman memiliki pengaruh terhadap pertumbuhannya (Asro, 2012). Spons 
jenis Stylotella ditemukan diperairan yang jernih dan tidak keruh karena spons 
tersebut hidup di perairan yang bersikulasi baik (Romimohtarto dan Juwana, 2001).
 Senyawa yang berhasil diisolasi dari spons Stylotella yang berasal dari laut 
Fijian yaitu senyawa siklik heptapeptida wainunuamida cyclo-L-. Senyawa ini 
menunjukkan adanya aktivitas sitotoksik yang moderat (Tabudravu dkk, 2001). 
Menurut Himaja (2009), Selain itu sintesis dari senyawa tersebut juga memiliki 
aktivitas antikanker yang dapat melawan sel kanker HeLa. 
 Spons Stylotella termasuk dalam ordo Halichondrida dan  menurut Simpson 
dkk, (1997), spons laut dengan ordo Axinellida, Halichondrida dan Haplosclorida 
terkadang mengandung senyawa bioaktif terpenoid dengan isoanida, isosianat dan 
gugus formamida. 
 Selain itu peneliti telah berhasil menemukan enzim spesifik dari spons 
Stylotella melalui proses isolasi dan elusidasi struktur dari tiga inhibitor senyawa baru 
chitinase yang berpotensi sebagai zat antifouling dari sponge Stylotella aurantium 
yang berasal dari laut Yap (Kato dkk., 1995). Chitinase yang terdistribusi luas pada 
mikroorganisme, tumbuhan, serangga dan  krustasea adalah senyawa spesifik dan 




 Ditemukan juga senyawa Axinellin C, prolin dan cyclic octapeptide yang 
diisolasi dari spons Stylotella aurantium  yang berasal dari  laut Fijian. Menurut Pettit 
dkk (1992), ditemukan senyawa penghambat pertumbuhan sel yaitu 
cycloheptapeptide axinastatin dan cyclooctapeptide hymenistatin di pulau Caroline 
barat. 
 Adapun  senyawa aktif  yang berpotensi sebagai zat antelmintika dan 
memiliki potensi melawan parasit nematode yang berhasil diisolasi dari spons 
Stylotella aurantium yaitu taurin, trigonelline, jaspamida dan zooanemonin 
(Sotheesworan, 2011). 
 
E. Metabolit Sekunder 
 Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa hasil dari proses 
metabolisme yang bersifat unik karena setiap organisme biasanya menghasilkan 
senyawa metabolit sekunder yang berbeda-beda bahkan kemungkinan satu spesies di 
dalam suatu kingdom hanya memproduksi suatu jenis senyawa tertentu saja yang 
berbeda dari jenis lainnya (Raharjo, 2013). 
 Senyawa metabolit sekunder merupakan senyawa yang memiliki bioaktivitas 
dan dapat menjaga tumbuhan tersebut dari serangan hama penyakit dan predator 
(Lenny, 2006) tetapi tidak berdampak langsung pada kelangsungan hidup suatu 
organisme seperti pertumbuhan normal, perkembangan maupun kemampuan untuk 
berproduksi (Haeria, 2014). Metabolit sekunder dapat dijadikan sebagai sumber 
sebagai penemuan obat-obat baru (Atun, 2014). 
 Metabolit sekunder dapat diklasifikasikan ke dalam empat kelompok besar 
yaitu golongan terpenoid meliputi senyawa yang mudah menguap (volatil), golongan 
alkaloid yang memiliki ciri khas atom nitrogen yang bersifat basa, golongan fenolik 
59 
 
meliputi flavonoid dan stilben serta steroid meliputi kolesterol dan hormon-hormon  
adrenal. Selain itu metabolit sekunder dapat diklasifikasikan ke dalam berbagai 
klasifikasi menurut karakteristik kimia, asal biosintesisnya dan sumber bahan alam 
(Ilyas, 2013). 
 Senyawa metabolit sekunder misalnya terpenoid, steroid, kumarin, flavonoid 
dan alkaloid. Senyawa kimia sebagai hasil metabolit sekunder atau metabolit 
sekunder telah banyak digunakan sebagai zat warna, racun, aroma makanan, obat-
obatan dan sebagainya serta sangat banyak jenis tumbuh-tumbuhan berkhasiat dan 
mengetahui senyawa kimia yang berfungsi sebagai obat. Senyawa metabolit sekunder 
dapat diperoleh dan diuji aktivitasnya dengan cara isolasi dan identifikasi (Lenny, 
2006).  
1. Alkaloid 
 Alkaloid merupakan salah satu golongan senyawa organik yang paling banyak 
penemuannya di alam (Astuti, 2007). Penggunaan alkaloid telah berlangsung dari 
4000 SM yang ditunjukkan oleh bukti arkeologi (Ilyas, 2003). Menurut Harborne dan 
Turner (1984), tidak ada satupun defenisi dari alkaloid yang memuaskan tetapi dapat 
dikatakan bahwa alkaloid merupakan senyawa metabolit sekunder yang bersifat basa 
dan memiliki satu atau lebih atom nitrogen dengan pasangan elektron bebasnya, 
berbentuk heterosiklik dan memiliki keaktifan biologis. 
 Pada umumnya alkaloid berwujud padatan kristal yang memiliki titik lebur 
tertentu. Sebagian besar senyawa alkaloid disintesis dari obat-obatan selain itu 
strukurnya ditemukan dari berbagai struktur, yakni dari struktur yang sederhana 
hingga yang paling rumit (Ilyas, 2003). Telah ditemukan lebih dari 27.000 struktur 
alkaloid dan 21.000 berasal dari tumbuhan (Haeria, 2014). 
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 Sebagian besar alkaloid bereaksi dengan alkil halida membentuk kristal. 
Garam alkaloid berbeda sifatnya dengan alkaloid bebas. Alkaloid bebas biasanya 
tidak larut dalam air (beberapa dari golongan pseudo dan proto alkaloid larut), tetapi 
mudah larut dalam pelarut organik yang agak polar (seperti benzena, eter, kloroform). 
Alkaloid bentuk garam mudah larut dalam pelarut organik polar (Astuti, 2007). 
 Menurut Ilyas (2013), alkaloid berkaitan dengan berbagai aktivitas 
farmakologis, dari yang bersifat sebagai racun bahkan dalam jumlah yang sedikit 
hingga obat yang berkaitan dengan sistem syaraf seperti antidepresan dan 
halusinogen, aktivitas ini yang menyebabkan alkaloid memiliki beberapa manfaat 
bagi tumbuhan dan hewan diantaranya sebagai senyawa toksik terhadap serangan 
predator, sebagai faktor pertumbuhan dan juga sebagai cadangan makanan. Sumber 
alkaloid adalah tanaman berbunga, angiospermae, hewan, serangga, organisme laut, 
mikroorganisme. Famili tanaman yang mengandung alkaloid adalah liliaceae, 
rubiaceae, salanaceae, papaveraceae (Astuti, 2007). 
 
2. Terpenoid 
 Terpenoid merupakan senyawa bahan alam terbesar dan paling beragam 
(Ilyas, 2013). Istilah terpen merujuk pada campuran hidrokarbon yang berasal dari 
minyak esensial (Haeria, 2014), senyawa ini dikenal memiliki bau khas yang berasal 
dari komponen tumbuhan yang dikenal sebagai minyak atsiri, senyawa ini 
mengandung atom karbon, hidrogen dan oksigen (Lenny, 2006) dan pada umumnya 
memiliki gugus hidroksil, keton dan aldehid (Tukiran, 2014) 
 Terpenoid dapat ditemukan pada tumbuhan tingkat tinggi (Haeria, 2014) dan 
diperoleh dengan cara isolasi bahan alam menggunakan teknik penyulingan (Lenny, 
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2006). Struktur terpenoid terdiri atas unit isoprene yang terhubung antara kepala ke 
ekor dan disebut sebagai isopren (Tukiran, 2014). 
 
3. Flavonoid 
 Flavonoid adalah senyawa fenol yang penyebarannya banyak di alam 
biasanya sebagai zat pemberi warna pada tumbuhan seperti warna ungu, merah 
hingga kuning (Tukiran, 2014). Kelompok utama dari senyawa ini yaitu fenol 
sederhana, fenil propanoid, poliketida dan stilben (Ilyas, 2013). 
 Pada saat ini diperkirakan terdapat sekitar 3.000 senyawa flavonoid yang 
berhasil diisolasi dan diteliti memiliki berbagai macam bioaktivitas, seperti 
antiinflamasi, antikanker, antifertilitas, antiviral, antidiabetes, antidepresant, diuretik, 
dan lain-lain (Tukiran, 2014). 
4. Steroid 
 Steroid adalah salah satu metabolit sekunder dengan kerangka dasar 
siklopentanoperhidrofenantrena yang tersusun atas empat cincin terpadu (Tukiran, 
2014). Secara biogenesis steroid terbentuk dari jalur yang sama dengan terpenoid, 
tetapi memiliki fungsi dan struktrur yang berbeda (Ilyas, 2013). 
 Steroid terdapat pada hewan dan tumbuhan, senyawa yang termasuk dalam 
steroid biasanya hormon-hormon seks pada pria dan wanita (Ilyas, 2013). Selain itu 
vitamin D,asam empedu, kolesterol dan sapogenin juga termasuk golongan senyawa 
ini (Haeria, 2014). 
F.  Fourier Transform Infra Red (FTIR) 
 FTIR merupakan salah satu alat instrumen yang digunakan untuk 
menganalisis senyawa berdasarkan gugus fungsi khusunya senyawa organik 
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(Kristianingrum, 2010). Alat ini memiliki infra merah yang dapat mendeteksi 
keberadaan gugus fungsi, prinsip kerja hampir sama dengan alat instrumen lainnya, 
yaitu interaksi antara sampel dan energi, dimana energi berupa sinar yang diteruskan 
dan dipecah menjadi dua sinar yang saling tegak lurus (Febrinaldo, 2013). 
Spektrofotometer  FTIR digunakan untuk mengamati interaksi molekul dengan 
radiasi elektromagnetik yang berada pada daerah panjang gelombang  0,75-1,000 µm 
atau pada bilangan gelombang 13.000-10 cm
-1  
(Wahab dan Nafie, 2014). 
  
 
Gambar 2.3 Fourier Transform Infra Red (FTIR) 
 Sumber radiasi menyediakan radiasi yang secara langsung melalui sebuah 
cermin melewati sampel yang akan dianalisis. Tembakan energi didispersi melalui 
prisma dengan monokromator. Ketika sebuah tembakan yang mengandung radiasi 
yang diserap sebagian oleh sampel, maka penyerapan diteruskan melalui detektor 
(Shriner, dkk., 1979). 
 
G. Kanker dan Komponen Senyawa Antikanker 
 Kanker memiliki istilah lain yaitu karsinoma, merupakan penyakit  yang 
disebabkan rusaknya mekanisme pengaturan dasar perilaku sel, khususnya 
mekanisme pertumbuhan dan diferensiasi sel yang diatur oleh gen (Edianto, 2006). 
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Kanker terjadi karena terdapat sel-sel yang berkembang biak secara tidak terkendali, 
sehingga merusak bentuk dan fungsi organ tempat kanker tumbuh. Sel-sel kanker 
bersifat infiltratif dan destruktif yang berarti tumbuh menyusup ke jaringan sekitarnya 
sambil merusak (Suprapto, 2007). 
Kanker dikategorikan sebagai salah satu penyakit mematikan, tetapi dari 
setiap penyakit pasti ada obatnya sebagaimana hadis Rasulullah saw. Yang 




 Dari Jabir, bahwa Rasulullah bersabda, “Setiap penyakit ada obatnya, jika 
benar obat yang digunakan dapat melawan penyakit yang dimaksud, maka 
dengan izin Allah akan sembuh”. (H.R. Imam Muslim). 
Hadis tersebut menggambarkan bahwa setiap penyakit yang diturunkan Allah 
swt. pasti ada obatnya, artinya bisa bersifat umum, sehingga termaksud di dalamnya 
penyakit-penyakit mematikan. Allah swt. telah menjadikan untuk penyakit tersebut 
obat-obatan yang dapat menyembuhkannya. Oleh sebab itu, kesembuhan terhadap 
penyakit dikaitkan oleh Rasulullah saw. dengan proses kesesuaian obat dengan 
penyakit yang diobati. Karena setiap penyakit itu pasti terdapat penawarnya. Tetapi 
jika obat diberikan dengan cara yang salah, misalnya dengan dosis yang berlebih dari 
stadium penyakitnya dalam pemakaiannya atau kuantitasnya lebih dari yang 
seharusnya, justru bisa memicu munculnya penyakit lain. Namun bila dosisnya 
kurang juga tidak bisa mengobati (Ar-Rumaikhon, 2008).  
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Hadis tersebut dibuktikan melalui beberapa penemuan senyawa antikanker 
yang berhasil diisolasi dari biota spons telah terbukti menghambat pertumbuhan sel 
kanker. menurut Muniarsih (2003), berikut adalah senyawa-senyawa antikanker yang 
ditemukan: 
 a. Spongouridin dan Spongothymidine adalah senyawa hasil sintesis yang 
berasal dari spons Cryptotetis crypta. Senyawa ini berupa nukleosida yang bersifat 
sitotoksik terhadap sel karsinoma selain itu senyawa ini aktif terhadap virus herpes 
simplex. 
 b.Avarol dan avaron merupakan senyawa aktif yang dapat melindungi dari 
infeksi virus HIV dengan cara menghambat replikasi. 
 c. Adociaquinon B merupakan senyawa aktif yang dapat menghambat 
pertumbuhan sel tumor pada manusia yang diisolaso dari spons Xestospongia sp. 
 d. Bistratamide D merupaka senyawa aktif yang dapat menghambat sel tumor 
HCT dan diisolasi dari senyawa Lissoclinum bistratum. 
 e.Makaluvamine N merupakan senyawa aktif yang dapat menghambat 































A. Waktu dan Tempat 
 Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni-September 2018. Pengambilan 
sampel di Kepulauan Selayar, identifikasi dilakukan pada Laboratorium Perikanan 
dan Kelautan Universitas Hasanudin. Ekstraksi, isolasi dan karakterisasi dilakukan di 
Laboratorium Kimia Organik dan Laboratorium Riset Fakultas Sains dan Teknologi 
Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar dan pengujian bioaktivitas di 
Laboratorium Kimia Universitas Padjajaran Bandung. 
 
B. Alat dan Bahan 
1. Alat 
 Alat-alat  yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Fourier Transform Infra 
Red (FTIR) Prestige-21 Shimadzu, Biosafety Cabinet (BSC), mikroskop inverted, 
multimode reader, centrifuge, inkubator  CO2, oven Kirin,  lampu UV 254-336 nm, 
rotary evaporator Hanshin Scientific co. Model Hs. 2000NS, neraca analitik, kolom 
kromatografi cair vakum (KKCV), kolom kromatografi gravitasi (KKG), pompa 
vakum, microplate, adaptor, hotplate, kondensor, steel head, termometer 110 C, labu 
alas bulat 1000 mL, erlenmeyer 500 mL, gelas kimia Pyrex 500 mL, chamber,  gelas 
ukur Pyrex 100 ml,  gelas kimia Pyrex 100 mL, statif, klem, corong,  pipet skala 10 
mL, pipet skala 5 mL, pipet volume 25 mL, plat tetes, tabung reaksi, pipa kapiler, 






 Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu aluminium foil, 
aquades (H2O), antibiotik, asam sulfat (H2SO4)  p.a  merck, asam sulfat (H2SO4) 
10%, aseton (C3H6O) teknis, batu didih, besi(III) klorida (FeCl3) 5%, cisplatin (cis- 
PtCl2(NH3)2), dimetil sulfoksida (DMSO), es batu,  etanol 96% (C2H5OH) teknis, etil 
asetat (C4H8O2) teknis Bratachem, fetal bovine serum (FBS), kain blacu, kertas 
saring, kloroform  (CHCl3) teknis, plat KLT (Kromatografi Lapis Tipis) TLC Silica 
gel 60 F254, microtube, natrium hidroksida (NaOH) 10%, n-Heksan (C6H14) teknis 
Bratachem, pereaksi dragendorff, pereaksi Liebermen Burchard, pereaksi mayer, 
pereaksi wagner, phosphate buffered saline (PBS), PrestoBlue cell viability reagent, 
Roswell park memorial medium (RPMI), sel kanker payudara MCF-7, silica G60 (230-
400 mesh) merck no. katalog 7730, silica G60 (230-400 mesh) merck no. katalog 
7733, silica G60 (230-400 mesh) merck no. katalog 7734 , spons Stylotella sp., trypan 
blue, trypsin-EDTA, tube, T-flask, dan 96 well plate. 
 
C. Prosedur Kerja 
1. Sampling dan Preparasi Sampel 
 Sampel diambil dari perairan Kepulauan Selayar dengan kedalaman sekitar   
3-10 m karena pertumbuhan dan komunitas dari terumbu karang dan spons adalah 
optimum pada kedalaman tersebut (Suharyanto, 2008). Sampel diambil langsung dari 
laut , dibersihkan kemudian disimpan dalam kotak berisi es batu lalu dikeringkan dan 
diidentifikasi taksonominya di Fakultas Perikanan dan Kelautan Universitas 





2. Ekstraksi dan Isolasi  
a. Maserasi 
 Sampel ditimbang  500 gram  dan direndam dengan menggunakan pelarut etil 
asetat  selama 24 jam yang diulangi hingga 3 kali. Kemudian maseratnya dipekatkan 
dengan menggunakan rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental.  
b. Fraksinasi KKCV 
Ekstrak kental etil asetat spons Stylotella sp. yang diperoleh diuji KLT 
kemudian diteruskan dengan kromatografi kolom cair vakum (KKCV) dengan 
berbagai perbandingan pelarut yang diurut berdasarkan kepolaran mulai dari non 
polar hingga polar. Fraksi yang diperoleh pada proses KKCV diuji dengan KLT, 
fraksi yang memiliki tanda-tanda kristal digabung dan dilanjutkan pada pemurnian 
dengan kromatografi kolom gravitasi dengan perbandingan pelarut  yang diurut 
berdasarkan kepolaran . Dari proses fraksinasi lanjutan  melalui kromatografi kolom 
gravitasi diperoleh fraksi murni yang dilanjutkan ke tahap uji kemurnian, identifikasi 
dan uji antikanker. 
c. Pemurnian 
 Isolat murni ditandai dengan hasil KLT yang menunjukkan satu noda dengan 
pengujian minimal tiga sistem eluen yaitu kloroform:etil asetat (9:1), 
kloroform:aseton (9:1) dan n-heksan:aseton (8:2). Isolat murni yang diperoleh 
diidentifikasi dengan uji kualitatif dan dilanjutkan dengan karakterisasi menggunakan 







3. Identifikasi Senyawa 
a.  Uji Kualitatif 
  1). Uji Flavonoid 
a). Uji dengan asam sulfat (H2SO4) p.a 
 Sampel diencerkan dengan pelarut organik kemudian dipipet ke dalam plat 
tetes dan ditetesi dengan asam sulfat pekat. Setelah itu, diamati perubahan warna dari 
kuning tua menjadi merah tua. 
b). Uji dengan natrium hidroksida (NaOH) 10% 
 Sampel diencerkan dengan pelarut organik kemudian dipipet ke dalam plat 
tetes dan ditetesi dengan natrium hidroksida 10% . Setelah itu, diamati perubahan 
warna dari kuning tua menjadi kuning muda. 
c). Uji dengan besi(III) klorida (FeCl3) 5% 
 Sampel diencerkan dengan pelarut organik kemudian dipipet ke dalam plat 
tetes dan ditetesi dengan besi(III) klorida (FeCl3) 5%. Setelah itu, diamati perubahan 
warna menjadi biru kehitaman. 
2). Uji Alkaloid 
a). Uji dengan Pereaksi Meyer 
 Sampel diencerkan menggunakan beberapa ml etil asetat kemudian dipipet ke 
dalam plat tetes  dan ditetesi dengan pereaksi Meyer. Hasil positifnya yaitu terbentuk 
endapan putih atau kuning. 
b). Uji dengan Pereaksi Wagner 
 Sampel diencerkan menggunakan beberapa ml etil asetat kemudian dipipet ke 
dalam plat tetes dan ditetesi  dengan pereaksi wagner. Hasil positifnya yaitu terbentuk 
endapan yang berwarna jingga. 
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c). Uji dengan Pereaksi Dragendorff 
 Sampel diencerkan menggunakan beberapa ml etil asetat kemudian dipipet ke 
dalam plat tetes dan ditetesi dengan pereaksi dragendorff. Hasil positifnya yaitu 
terbentuk larutan yang berwarna cokelat. 
3). Uji Terpenoid dan Steroid 
 Sampel diencerkan dengan pelarut organik kemudian dipipet ke dalam plat 
tetes dan ditetesi dengan pereaksi Liebermen Burchard dan diamati perubahan warna 
yang terjadi. Hasil positifnya yaitu terbentuk larutan berwarna merah atau ungu 
(terpenoid) dan terbentuk warna biru atau hijau (steroid). 
 
b. Karakterisasi dengan Spektrofotometer FTIR 
  Isolat murni sebanyak 1 mg dilarutkan dengan KBr dengan cara digerus 
sampai homogen. Campuran dimasukkan ke dalam pembuat pellet dengan tekanan 74 
atm dan waktu 5 menit sehingga diperoleh pellet dengan ketebalan kurang lebih 1 
mm. Plat diletakkan pada wadah plat lalu diukur menggunakan  spektrofotometer 
Fourier Transform Infra Red (FTIR). 
 
4. Pengujian Antikanker   
a. Preparasi Media 
  Disiapkan media kultur cair Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 
komplit (yang mengandung Fetal Bovine Serum 10% dan 50 µL/ 50 mL antibiotik). 
Disiapkan kontrol positif yang akan digunakan, kontrol positif yang digunakan dalam 
uji ini adalah Cisplatin. Dilarutkan sampel dengan konsentrasi akhir tertentu sebagai 
stock. Digunakan pelarut yang tidak bersifat toksik terhadap sel. Disiapkan Larutan 
71 
 
kerja antipoliferasi assay. Larutan kerja yang akan digunakan adalah PrestoBlue™ 
Cell Viability Reagent. 
b. Preparasi Sel 
 Sel yang akan digunakan telah konfluen min 70% dibuang media pada dish, 
lalu bilas sel sebanyak  2x dengan 1 mL PBS. Ditambahkan 1 mL larutan Trypsin-
EDTA lalu diinkubasi selama 5 menit agar lapisan sel terdispersi (di bawah 
mikroskop inverted sel akan tampak melayang. Dipindahkan sel kedalam tube yang 
telah berisi media. Disentrifuge sel dengan kecepatan 3000 rpm selama 5 menit. 
Dibuang supernatan, lalu pelet dilarutkan kedalam tube berisi media.  
c. Seeding Sel ke dalam 96 well plate 
Ditentukan jumlah dan viabilitas sel (dengan trypan blue exclusion), dan 
resuspend sel dengan  kepadatan sel akhir 170.000 sel / mL dalam media. (17.000 
sel/well). Disiapkan 10 μL trypan blue dalam microtube steril. Ditambahkan 10 µL 
suspensi sel ke dalam larutan trypan blue lalu dihomogenkan. Dibersihkan 
hemacytometer dan tutup slip menggunakan etanol 70% kemudian dikeringkan. 
Dengan menggunakan pipet, perlahan lahan dimasukkan 10 μL larutan sel-trypan 
blue ke salah satu sisi bilik/chamber. Dihitung jumlah sel yang sehat dan tentukan 
jumlah sel (viabel) per mL. Seeding/kultur sel kedalam 96 wellplate, kemudian 
diinkubasi selama 24 jam (atau sampai sel konfluen min. 70%) pada pada suhu 37°C 
dan 5% gas CO2. 
d. Perlakuan sel dengan sampel 
Disiapkan delapan buah microtube 1,5 mL, lalu masing-masing microtube 
diberi label konsentrasi pengenceran yang sesuai, kemudian stock sampel diencerkan 
menjadi delapan varian konsentrasi menggunakan pelarut media. Dikeluarkan 96 well 
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plate yang telah berisi sel dari inkubator. Diberi label pada plate sepanjang margin 
kiri untuk baris mana yang akan diberi perlakuan oleh standar dan baris mana yang 
akan diberi sampel. Lalu dibuang media dari setiap well. Dengan menggunakan 
mikropipet dipindahkan 100 μL masing-masing sampel dan kontrol positif cisplatin 
dari microtube ke dalam masing-masing well yang sesuai pada 96 well plate yang 
telah berisi sel. Kemudian di inkubasi kembali selama 24 jam. 
e. Pemberian reagen Presto Blue dan Pengukuran absorbansi 
Dibuang Media pada setiap well. Disiapkan 9 mL media pada tube yang 
ditambahkan 1 mL “PrestoBlue™ Cell Viability Reagent” (10 µL reagen untuk 90 µL 
media), lalu dimasukkan 100 µL campuran larutan tersebut kedalam tiap well 
microplate kemudian diinkubasi selama 1-2 jam sampai terlihat perubahan warna 
(Saat memasuki sel hidup, reagen PrestoBlue® akan direduksi dari senyawa biru 
resazurin tanpa nilai fluorescent intrinsik, menjadi senyawa resorufin yang berwarna 
merah dan sangat berpendar. Konversi nilai sebanding dengan jumlah sel yang aktif 
secara metabolik dan oleh karena itu dapat diukur secara kuantitatif. Untuk mengukur 
absorbansi, digunakan spektrum absorbansi untuk resazurin dan resorufin) 
Selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang gelombang 570 nm (reference: 600 








 Spons Stylotella sp. yang berasal dari Kepulauan Selayar sebanyak 500 gram 
dimaserasi dengan menggunakan pelarut Etil Asetat selama 24 jam sebanyak tiga kali 
berturut-turut. Ekstrak kental yang diperoleh berbobot 36,4 gram dan berwarna coklat 
tua. 
2. Fraksinasi 
 Fraksinasi menggunakan kolom kromatografi cair vakum (KKCV) 
menghasilkan 17 fraksi. 
Tabel 4.1: Fraksinasi Kromatografi Kolom Cair Vakum (KKCV) 
No. Perbandingan Eluen Warna Fraksi 
1. n-heksan 100% Larutan jingga kecoklatan 
2. n-heksan:etil asetat (9,5:0,5) Larutan kuning 
3. n-heksan:etil asetat (9,5:0,5) Larutan kuning 
4. n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning 
5. n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning kehijauan 
6. n-heksan:etil asetat (9:1) Larutan kuning kehijauan 
7. n-heksan:etil asetat (8:2) Larutan kuning kehijauan 
8. n-heksan:etil asetat (8:2) Larutan kuning 
9. n-heksan:etil asetat (8:2) Larutan kuning 
10. n-heksan:etil asetat (7:3) Larutan kuning 
11. n-heksan:etil asetat (7:3) Larutan kuning kecoklatan 
12. n-heksan:etil asetat (6:4) Larutan kuning kecoklatan 
13. n-heksan:etil asetat (5:5) Larutan kuning kecoklatan 
14. n-heksan:etil asetat (4:6) Larutan kuning muda 
15. n-heksan:etil asetat (3:7) Larutan kuning muda 
16. Etil asetat 100% Larutan tidak berwarna 
17. Etil asetat 100% Larutan tidak berwarna 
 
Dari 17 fraksi digabung dan diperoleh 11 fraksi utama. Diantara 11 fraksi, 
fraksi II yang dimurnikan melalui kromatografi kolom gravitasi dan diperoleh 75 
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Gambar 4.1: Hasil KLT fraksi pada KKG 
 
Isolat murni diperoleh dari fraksi no. 6-15 yang berbobot 0,0161 gram. 
Kemudian dilakukan pengujian kemurnian pada isolat dan diidentifikasi kandungan 
metabolit sekundernya.  
3. Pemurnian 
 Isolat diuji kemurniannya dengan menggunakan 3 sistem eluen yaitu 
kloroform:etil asetat (9:1), kloroform:aseton (9:1) dan n-heksan:aseton (8:2). Hasil 
pengujian diperoleh penampakan noda sederhana sebagai berikut 
 
Gambar 4.2: Hasil KLT uji tiga sistem eluen (a) eluen aseton:n-Heksan  (8:2) dengan Rf  0,45 (b) 
eluen kloroform:etil asetat (9:1) dengan Rf 0,6 






 Isolat murni yang diperoleh kemudian diuji kualitatif untuk mengidentifikasi 
kandungan fitokimia. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa Spons Stylotella sp. 
positif mengandung senyawa alkaloid seperti pada Tabel berikut: 
Tabel 4.2: Uji kualitatif senyawa metabolit sekunder Spons Stylotella sp. 
Uji Kualitatif Hasil 
Golongan Pereaksi Ekstrak Isolat Murni 
 
Flavonoid 
H2SO4 pekat (-) (-) 
NaOH 10% (-) (-) 
FeCl3 5% (-) (-) 
 
Alkaloid 
Mayer (+) (-) 
Dragendorf (-) (-) 
Wagner (+) (+) 
Terpenoid 
dan Steroid 
Lieberman-Burchard (-) (-) 
 
5. Karakterisasi dengan spektrofotometer FTIR 
 Hasil identifikasi kristal murni pada instrumen FTIR adalah sebagai berikut 
Tabel 4.3: Hasil Serapan Spektroskopi FTIR 
No. 
Daerah Serapan Atom (cm
-1
) Kemungkinan Gugus 
Fungsi Pada Spektra Pada Pustaka 
1. 3425,83 3500-3200 O-H 
2. 2930,06 2936-2916 C-H alifatik 
3. 2855,41 2863-2843 C-H alifatik 
4. 1638,08 1900-1500 C=C alifatik 
5. 1381,29 1384-1320 N tersier 
6. 1062.84 1250-1020 C-N 
    (Sumber Daerah serapan atom pada pustaka: Silverstein, Robert M, dkk., 2005) 
 
6. Uji Antikanker terhadap sel Kanker Payudara MCF-7 
  Kontrol positif yang digunakan adalah Cisplatin dan nilai IC50 yang diperoleh 






Tabel 4.4: Uji Toksisitas Isolat Spons Stylotella sp. 
No. Sampel Uji Nilai IC50 Keterangan 
1. Cisplatin 470,00 µg/mL Toksik 
2. Isolat murni 14987,50 µg/mL Tidak toksik 
  Berikut perubahan warna pada reagen presto blue pada pengujian isolat etil 
asetat yang menunjukkan reaksi reduksi oleh aktivitas sel. 
 
     Gambar 4.3: Dokumentasi Well Plate Hasil Uji Sampel Isolat Fraksi Etil Asetat 
 Absorbansi hasil uji menunjukkan  nilai absorbansi yang tidak berbeda secara 
signifikan dari konsentrasi 7,81 µg/mL hingga konsentrasi 1000,00 µg/mL 
 







 Spons dikeringkan secara konvensional dalam suhu ruang tanpa terpapar 
matahari karena terdapat kemungkinan adanya zat-zat yang terdegradasi atau 
memberi pengaruh terhadap kandungan metabolit sekunder. Selain itu, cara 
pengeringan dengan metode ini merupakan cara yang paling hemat walaupun 
cenderung lebih lama. Fungsi pengeringan untuk menghilangkan kandungan air agar 
sampel tidak ditumbuhi jamur yang dapat mempengaruhi kualitas sampel. Setelah itu, 
sampel diekstraksi menggunakan teknik maserasi berupa perendaman dalam pelarut 
organik selama 24 jam atau lebih. Teknik ini biasanya digunakan apabila sampel 
tidak tahan terhadap pemanasan. Selain itu, dalam pengerjaannya tidak ditemui 
banyak kesulitan, alat-alat yang digunakan juga biasanya tersedia. Proses ini 
diharapkan pelarut organik dapat menembus dinding sampel dan menarik komponen-
komponen sampel. Pelarut organik yang digunakan adalah pelarut etil asetat karena 
bersifat semipolar sebagaimana penelitian sebelumnya yang menggunakan pelarut 
semipolar lainnya seperti aseton dalam ekstraksi spons.  
 Maserat yang diperoleh kemudian diuapkan dengan evaporator untuk 
memisahkan antara pelarut dan ekstrak. Pada proses ini terjadi evaporasi dimana 
pelarut akan menguap pada titik didih masing-masing dan menghasilkan ekstrak 
kental. Kemudian, ekstrak kental diuji kandungan metabolit sekundernya melalui 
skrining fitokimia. Hasil pengujian menunjukkan ekstrak Spons Stylotella sp. positif 
alkaloid pada dua reagen uji alkaloid, yaitu pada reagen meyer dengan adanya 






 Fraksinasi dilakukan untuk memisahkan komponen-komponen ekstrak 
menjadi fraksi-fraksi dengan kandungan yang lebih sederhana yang telah terpisah 
berdasarkan urutan kepolaran, dimana sampel dielusi dengan pelarut dengan berbagai 
perbandingan yang ditingkatkan kepolarannya. 
 Prinsip pemisahan berdasarkan interaksi antara fase diam berupa silika G60 
Merck nomor katalog 7730 dan fase gerak berupa eluen yang  berturut-turut terdiri 
dari n-heksan 100%, 9,5:0,5 (n-heksan:etil asetat) 2 kali, 9:1 (n-heksan:etil asetat) 3 
kali, 8:2 (n-heksan:etil asetat) 3 kali, 7:3 (n-heksan:etil asetat) 2 kali, 6:4 (n-
heksan:etil asetat), 5:5 (n-heksan: etil asetat), 4:6 (n-heksan:etil asetat), 3:7   (n-
heksan:etil asetat). Pada proses packing silika dilakukan dalam keadaan vakum agar 
tidak ada ruang udara sehingga tidak mengganggu proses pemisahan fraksi. Selain 
digunakan silika G60 Merck nomor katalog 7730 untuk proses packing, digunakan 
juga silika G60 Merck nomor katalog 7733 pada proses impreg yaitu pencampuran 
antara silika dengan sampel agar pemisahan lebih maksimal. 
 Fraksi pertama yang dielusi menggunakan 100% n-heksan berwarna jingga 
dan wujud fraksi setelah diuapkan menunjukkan komponen lemak yang berhasil 
ditarik oleh pelarut n-heksan, sebagaimana diketahui lemak dan n-heksan  bersifat 
nonpolar. Sedangkan fraksi terakhir yaitu fraksi ke-17 yang dielusi dengan pelarut etil 
asetat tidak berwarna, hal ini menunjukkan sisa komponen lain telah ditarik oleh 
eluen sebelumnya.  
Fraksi yang diperoleh kemudian digabung setelah diuji dengan kromatografi 
lapis tipis, profil noda dengan penampakan yang sama digabung sehingga diperoleh 
11 fraksi. Fraksi A terdiri dari fraksi pertama dengan eluen 100% n-heksan, fraksi B 
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terdiri dari fraksi 2, 3 dan 4 dengan eluen berturut-turut 9,5: 0,5 sebanyak 2 kali dan 
9:1 (n-heksan:etil asetat), fraksi C dari fraksi 5 dengan eluen 9:1, fraksi D terdiri dari 
fraksi 6, 7, 8 dan 9 yang berasal dari eluen 9:1 dan 8:2 sebanyak 3 kali, fraksi E dari 
fraksi 10 dengan eluen 7:3, fraksi F terdiri dari fraksi 11 dan 12 dengan eluen 7:3 dan 
6:4, fraksi G sampai K merupakan fraksi 13 sampai 17 berturut-turut.  
 Penggabungan fraksi dilakukan setelah dilihat penampakan noda masing-
masing dalam uji menggunakan kromatografi lapis tipis, sehingga diperoleh 11 fraksi. 
Fraksi gabungan diuji kembali menggunakan kromatografi lapis tipis, sehingga 
diketahui fraksi yang dilanjutkan untuk pemisahan selanjutnya yaitu fraksi B yang 
merupakan gabungan dari fraksi no. 2, 3 dan 4 karena profil noda tampak sederhana 
dan wujud fisik fraksi memiliki peluang dihasilkannya kristal. Setelah bobot fraksi B 
diketahui yaitu 0,2 gram, dilakukan pemisahan selanjutnya dengan kromatografi 
kolom gravitasi dengan berbagai perbandingan eluen yang ditingkatkan kepolarannya 
dan diperoleh 75 fraksi, selanjutnya dilakukan pengujian menggunakan kromatografi 
lapis tipis (KLT) 
 Fraksinasi lanjutan menggunakan kromatografi kolom gravitasi, prinsip 
pemisahan sama dengan kromatografi sebelumnya yaitu interaksi fase diam dan fase 
gerak, silika yang digunakan sebagai fase diam adalah silika G60 Merck  nomor 
katalog 7734 sedangkan silika yang digunakan untuk impregnasi ekstrak yaitu silika 
G60 Merck nomor katalog 7733. Fase gerak yang digunakan yaitu n-heksan 100%, n-
heksan:etil asetat (9,5:0,5), n-heksan:etil asetat (9:1), n-heksan:etil asetat (8:2) dan n-
heksan:etil asetat (7:3). 
 Hasil yang diperoleh dari fraksinasi lanjutan yaitu sebanyak 75 fraksi. 75 
fraksi diuji dengan menggunakan kromatografi lapis tipis. Berdasarkan hasil uji dapat 
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diketahui fraksi yang memiliki noda dan Rf yang sama sehingga dilakukan 
penggabungan terhadap fraksi 6-15 sebagaimana yang terdapat pada gambar 4.1. 
diperoleh kristal berwarna putih kekuningan yang berbobot 0,0161 gram. 
 
3. Pemurnian 
Uji kemurnian dilakukan untuk mengetahui tingkat kemurnian dari suatu 
isolat dengan cara dielusi menggunakan beberapa campuran eluen yang memiliki 
tingkat kepolaran berbeda-beda,  sehingga noda dapat terpisah dan memiliki nilai Rf 
(faktor retensi) yang berbeda-beda tergantung tingkat kepolaran suatu zat terhadap 
setiap eluen. Kepolaran eluen mempengaruhi nilai Rf pada suatu zat, sebagaimana 
yang  terdapat pada gambar 4.2, dari kiri ke kanan nilai Rf semakin besar, seperti 
tingkat kepolaran eluen yang dari kiri ke kanan semakin polar.   
Noda yang tampak pada proses pemurnian uji sistem tiga eluen menunjukkan 
satu noda tunggal  dengan nilai Rf masing-masing 0,45; 0,6 dan 0,825, tanpa adanya 
pengotor karena hanya terdiri dari satu spot noda tanpa adanya spot lain sebagai 
pengotor  yang terpisah sebagaimana yang terdapat pada gambar. Hal tersebut 
menandakan kristal telah murni yang diperkirakan sebagai komponen alkaloid, 
kemungkinan tersebut diperkuat dengan hasil positif  pada skrining fitokimia dan uji 
gugus fungsi menggunakan FTIR. 
 
4. Identifikasi 
Isolat dari ekstrak etil asetat Spons Stylotella sp. positif mengandung alkaloid 
yang ditunjukkan pada pembentukan endapan jingga kecoklatan dengan reagen 
wagner. Diperkirakan endapan tersebut adalah kalium alkaloid. Pada pembuatan 
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pereaksi Wagner, iodin bereaksi dengan ion I dari kalium iodida menghasilkan ion I
3-
 
yang berwarna coklat. Pada uji Wagner, ion logam K
+
 akan  
membentuk ikatan kovalen koordinat dengan nitrogen pada alkaloid 
membentuk kompleks kalium alkaloid yang mengendap (Setyowati, dkk., 2014). 









      Kalium Alkaloid   
 
Gambar 4.4: Reaksi alkaloid dengan reagen wagner 
 
5. Karakterisasi dengan spektrofotometer FTIR 
Identifikasi terhadap gugus fungsi isolat ekstrak etil asetat Spons Stylotella sp. 
menggunakan spektroskopi Fourier Transform Infra Red (FTIR). Hasil uji 
menunjukkan beberapa serapan-serapan khas untuk beberapa gugus fungsi. Serapan 
pada 3425,83 cm
-1
 menunjukkan adanya serapan melebar sebagai vibrasi regangan 
dari gugus O-H (hidroksil). Serapan pada 2930,06-2855,41 cm
-1  
yang 
mengindikasikan vibrasi regangan terhadap gugus C-H alifatik (alkana). Serapan 
yang tajam dan kuat yaitu pada 1062,84 cm
-1 
memberi petunjuk adanya gugus C-N 






Gambar 4.5: Spektrum Serapan Spektroskopi FTIR  Isolat ekstrak etil asetat 
Spons Stylotella sp. 
 
Berikut adalah hasil penelitian karakterisasi senyawa alkaloid metabolit 
sekunder dari Spons Xestospongia sp. yang diperoleh dari perairan Teluk Kupang. 
Hasil spektrum penelitian tersebut dapat dijadikan perbandingan .  
 
 
Gambar 4.6: Spektrum Serapan Spektroskopi FTIR Isolat Spons 
Xestospongia sp. 
 
Interpretasi data sektrum FTIR menunjukkan bahwa senyawa ini memiliki 
gugus hidroksi dengan adanya vibrasi ulur O-H yang melebar pada daerah sekitar 
O-H 
C-H 






 dan vibrasi ulur C-O pada daerah sidik jari yang muncul pada daerah 
serapan sekitar 1144 cm
-1
. Senyawa tersebut juga memiliki gugus alkil rantai panjang 
yang ditunjukkan dengan adanya vibrasi ulur C-H pada daerah sekitar 2930 cm
-1
, 
sedangkan vibrasi ulur C-H pada daerah sekitar 2856 cm
-1
 dan vibrasi tekuk C-H 
pada daerah sekitar 1457 cm
-1
 mengindikasikan adanya gugus gugus metil. Analisis 
lebih lanjut pada daerah sidik jari memberikan informasi karakterisasi spesifik 





 yang mengindikasikan adanya gugus amina siklik dari 
senyawa alkaloid (Setyono, dkk., 2012). Hasil spektrum serapan spektroskopi FTIR 
kedua isolat  diduga sebagai senyawa alkaloid karena memiliki beberapa daerah 
serapan yang khas. 
 
6. Uji Antikanker terhadap sel Kanker Payudara MCF7 
 Pengujian aktivitas sitotoksik dilakukan untuk mengetahui nilai IC50 dari 
suatu sampel serta pengaruhnya terhadap aktivitas sel dan perbanyakan sel. Pengujian 
sitotoksik dilakukan dalam beberapa metode, pengujian ini menggunakan metode 
kolorimetrik atau perubahan warna karena adanya reaksi reduksi oksidasi, dimana 
resazurin sebagai indikator berwarna biru direduksi menjadi resorufin berwarna 
merah muda, perubahan warna mengindikasikan aktivitas sel.   
 Sel yang masih aktif membelah melakukan kegiatan metabolik, sehingga 
menghasilkan enzim-enzim yang berasal dari organel sel mitokondria menyebabkan 
reduksi pada resazurin misalnya dihydrolipoamine dehydrogenase (Matsumoto, dkk., 




Gambar 4.7: Mekanisme reduksi resazurin pada sel 
(Sumber: Syahputra, 2015) 
 Resazurin yang digunakan merupakan reagen presto blue yang ditambahkan 
pada sel dan hasil akhir berupa pengukuran absorbansi menggunakan multimode 
reader. Pengujian ini menggunakan larutan Dimetil Sulfoksida (DMSO) sebagai 
kontrol negatif dan sebagai pelarut sampel karena dapat larut dengan baik dalam 
berbagai pelarut organik, yang bersifat polar maupun nonpolar sehingga dapat 
meningkatkan kelarutan sampel. Adapun cisplatin sebagai kontrol positif yang 
merupakan zat murni agen antikanker dan biasanya digunakan sebagai pembanding.. 
Pengujian menggunakan media kultur cair Roswell Park Memorial Institute 
Medium (RPMI) komplit (yang mengandung Fetal Bovine Serum (FBS) 10% dan 50 
µL/ 50mL antibiotik). Menurut Freshney (2010) FBS berfungsi sebagai nutrisi untuk 
kelangsungan sel karena mengandung sumber lipid, mineral dan hormon. Larutan 
kerja yang digunakan adalah PrestoBlue™ Cell Viability Reagent. 
 Isolat dibuat menjadi delapan varian konsentrasi untuk melihat hubungan pola 
konsentrasi dengan aktivitas sel. Setiap konsentrasi pada pengenceran dapat mewakili 
masing-masing kategori parameter konsentrasi toksik yaitu konsentrasi 1000,00 
µg/mL dan 500,00 µg/mL untuk kategori kurang toksik, konsentrasi 250,00 µg/mL, 
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125,00 µg/mL dan 62,50 µg/mL untuk kategori toksik moderat. Sedangkan untuk 
kategori sangat toksik yaitu pada konsentrasi 31,25 µg/mL, 15,63 µg/mL dan 7,81 
µg/mL.  
  Adapun kurva hasil uji berdasarkan hubungan nilai absorbansi dan 
konsentrasi. Nilai IC50 diperoleh dari persamaan regresi linier y= ax+b, yaitu nilai x 
merupakan angka probit hasil dari perhitungan sedangkan nilai y adalah log 
konsentrasi sebesar 50 yang dapat memberikan nilai x 
 
 Gambar 4.8: Kurva Hasil Uji Sampel Isolat Fraksi Etil Asetat 
 Diperoleh nilai IC50 isolat ekstrak etil asetat spons Stylotella sp. sebesar 
14987,50 µg/mL yang berarti tidak toksik, karena menurut Prayong, dkk., (2008) 
aktivitas sitotoksik dikategorikan menjadi tiga bergantung nilai IC50 yaitu IC50< 100 
µg/mL termasuk sitotoksik potensial, 100 µg/mL< IC50 < 1000 µg/mL termasuk 
sitotoksik moderat dan IC50> 1000 µg/mL berarti tidak memiliki sitotoksik untuk 
menghambat sel kanker. Hal tersebut ditunjukkan pada Gambar 4.3,  pada well plate  
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terjadi perubahan warna menjadi merah muda yang berarti reaksi reduksi senyawa 
resazurin menjadi resorufin. Hal tersebut menandakan sel masih melakukan aktivitas 
metabolik sehingga menghasilkan enzim-enzim pereduksi. 
Sel kanker payudara yang digunakan adalah sel MCF-7 (Michigan Cancer 
Foundation-7) yang berasal dari jaringan payudara seorang wanita yang berusia 69 
tahun golongan darah O, dengan Rh positif, berupa sel yang melekat dan dapat 
ditumbuhkan dalam media, sel MCF-7 telah dilaporkan memiliki karakteristik yang  
resisten terhadap agen kemoterapi (CCRC, 2008).  
Senyawa cis-Diammineplatinum (II) dichloride (Cisplatin) biasanya 
digunakan dalam konsentrasi kecil sebagai standar dalam pengujian sitotoksik seperti 
pada penelitian antiproliferasi terhadap sel kanker payudara T47D dengan 
penggunaan cisplatin sebagai kontrol positif dalam konsentrasi 0,43 µg/mL (Subekti 
dan Muhartono, 2015) dan digunakan sebagai kontrol positif  dengan berbagai 
konsentrasi (1-10 µg/mL) pada penelitian sebagai agen kemoterapi kanker paru pada 
sel kanker A549 (Ihsan, dkk., 2013). 
  Berdasarkan Gambar 4.5, terdapat perbedaan penampakan sel yang diberi 
cisplatin sebagai kontrol positif, sampel dalam konsentrasi 1000,00 µg/mL dan 
sampel dalam konsentrasi 7,81 µg/mL  
 
                (a)         (b)      (c) 
Gambar 4.9: Dokumentasi Sel Hasil Uji 
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  Isolat ekstrak etil asetat Spons Stylotella sp. tidak toksik terhadap sel MCF-7 
karena nilai IC50 tidak termasuk dalam kategori toksik, walaupun demikian 
penambahan konsentrasi sampel memberikan pengaruh, dari Gambar 4.9 terdapat 
perbedaan penampakan antara sel yang diberi sampel dalam konsentrasi 1000 µg/mL 
dan dalam konsentrasi 7,81 µg/mL. Sedangkan sel yang diberi Cisplatin menujukkan 
tanda-tanda pengurangan jumlah sel. 
Pengurangan jumlah sel dapat menjadi indikasi terjadinya apoptosis, menurut 
CCRC (2008), sel yang mengalami apoptosis  dapat diamati dengan menggunakan 
mikroskop elektron melalui ciri-ciri morfologis yang ditampakkan. Ciri-ciri tersebut 
antara lain sel menjadi bulat karena struktur protein yang menyusun sitoskeleton 
dicerna oleh enzim peptidase spesifik yang telah diaktifkan di dalam sel. Kromatin 
mulai mengalami degradasi dan kondensasi, kromatin mengalami kondensasi lebih 
lanjut, menjadi semakin memadat. Pada tahap ini membran yang mengelilingi inti sel 
masih tampak utuh, lingkungan dalam inti sel tampak terputus dan DNA di dalamnya 
terfragmentasi, inti sel pecah melepaskan berbagai bentuk kromatin atau unit 
nukleosom karena disebabkan degradasi DNA. 
 Apoptosis menunjukkan kematian sel yang diawali dengan terbentuknya 
lekukan-lekukan pada  membran sel dan DNA terfragmentasi (Goodlet, dkk., 2005). 
Menurut Ren, dkk. (2003) suatu senyawa bersifat toksik apabila menunjukkan efek 
antiproliferasi, penghambatan siklus sel, inhibisi angiogenesis, perusakan sel secara 
langsung (nekrosis) dan induksi apoptosis.  
 Menurut Thurston (2007), alkaloid dapat menjadi agen antikanker sebagai 
antitubulin, alkaloid dapat mengikat protein mikrotubulus pada pembentukan spindel, 
sehingga menghambat siklus pembelahan sel, tepatnya pada tahap metafase. 
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Mikrotubulus  merupakan polimer dari tubulin yang keberadaannya penting pada 
pembelahan sel. Sel yang tidak dapat melakukan pembelahan maka dapat mengalami 




























    Kesimpulan pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Senyawa bioaktif yang terdapat dalam esktrak etil asetat Spons Stylotella sp. 
adalah senyawa alkaloid. 
2. Nilai IC50 isolat ekstrak etil asetat Spons Stylotella sp. adalah 14978,50 
µg/mL. 
B. Saran  
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Fraksinasi Awal (Kromatografi  Kolom  Cair  Vacum)  
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Fraksinasi  lanjutan  (Kromatografi Kolom Gravitasi) 
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Lampiran 2 : Pengujian Antikanker  
1. Preparasi Media 
 
 
 Disiapkan media kultur cair komplit (yang 
mengandung     Fetal Bovine Serum (FBS) 10% 
dan 50 µL/ 50mL antibiotik). 
Disiapkan kontrol positif Cisplatin  
Dilarutkan sampel dengan konsentrasi akhir 
tertentu sebagai stock. 
Disiapkan Larutan kerja antipoliferasi assay 
 
2. Preparasi Sel 
 
 
Dibuang media pada dish 
Dibilas sebanyak 2x dengan PBS 1 ml 
Ditambahkan 1 mL larutan Trypsin-EDTA 
Diinkubasi selama 5 menit 
Dipindahkan ke dalam tube yang berisi media 
Disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm selama 5 menit 
Dibuang supernatan 
Dilarutkan pelet ke dalam tube yang berisi media 
 
 
Roswell Park Memorial 
Institute Medium (RPMI) 
Hasil 
Sel yang telah konfluen 70% 
  Hasil 
100 
 
3. Seeding Sel ke dalam 96 well plate 
 
 
Disiapkan 10 μL trypan blue dalam microtube 
steril. 
Ditambahkan 10 µL suspensi sel ke dalam 
Dihomogenkan. 
Dibersihkan hemacytometer  
Ditutup slip menggunakan etanol 70% 
kemudian dikeringkan. 
Dimasukkan 10 μL larutan sel-trypan blue ke 
salah satu sisi bilik/chamber. 
Dihitung jumlah sel yang sehat dan tentukan 
jumlah sel (viabel) per mL. 
 Diinkubasi selama 24 jam (atau sampai sel 
konfluen min. 70%) pada pada suhu 37°C dan 
















4. Perlakuan sel dengan sampel/kontrol positif/kontrol negatif 
 
Disiapkan delapan buah microtube 1,5 mL, lalu masing-
masing microtube diberi label konsentrasi pengenceran 
yang sesuai 
Diencerkan menjadi delapan varian konsentrasi 
menggunakan pelarut media.  
Dikeluarkan 96 well plate yang telah berisi sel dari 
inkubator 
Diberi label pada plate sepanjang margin kiri untuk baris 
mana yang akan diberi perlakuan oleh standar dan oleh 
sampel 
 Dipindahkan 100 μL masing-masing sampel dan kontrol   
positif cisplatin dari microtube ke dalam masing-masing 
well yang sesuai pada 96 well plate yang telah berisi sel. 
Diinkubasi  kembali selama 24 jam 
 
 
5. Pemberian reagen Presto Blue dan Pengukuran absorbansi 
 
     Dibuang media pada setiap well 
Disiapkan 9 mL media pada tube yang ditambahkan 1 mL  
“PrestoBlue™ Cell Viability Reagent” 
Dimasukkan 100 µL campuran larutan tersebut kedalam 
tiap well microplate 
Diinkubasi selama 1-2 jam sampai terlihat perubahan 
warna 










Lampiran 4: Dokumentasi Penelitian 
1. Ekstraksi  
   
    Spons Stylotella sp.     Proses Pengeringan  Penghalusan sampel 
   
         Penimbangan sampel      Maserasi dengan pelarut etil asetat 
   
      Penyaringan maserat etil asetat Spons Stylotella sp.  Evaporasi ekstrak spons  
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2. Fraksinasi  
 
Kromatografi kolom cair vakum        17 fraksi hasil KKCV      11 fraksi gabungan 
 
Penimbangan fraksi gabungan II   Kromatografi kolom gravitasi    75 fraksi hasil KKG 
 








        Uji Sistem 3 eluen 
4. Identifikasi 
 
        Skrining Fitokimia     Positif Alkaloid pada uji Wagner 
5. Karakterisasi dengan FTIR 
 





























Lampiran 6:  Hasil KLT 
1. Hasil KLT setelah KKCV  
 




KLT fraksi Etil asetat spons Stylotella sp. dengan eluen n-Heksan:Etil asetat 
penyinaran lampu UV 254-366 nm : (a) fraksi 1-15 perbandingan (9:1) (b) fraksi 6-16 







2. Hasil KLT setelah KKG 
 
            (a) 
 
     (b) 
KLT  fraksi 1-19 hasil KKG dengan eluen n-Heksana:etil asetat (9:1) : (a) 
Penampakan noda setelah disemprot  H2SO4 10% kemudian dioven (b) Penyinaran 







     (a) 
 
     (b) 
KLT  fraksi 21-57 hasil KKG dengan eluen n-Heksana:etil asetat (9:1) : (a) 
Penampakan noda setelah disemprot  H2SO4 10% kemudian dioven (b) Penyinaran 







   (a)        (b) 
KLT  fraksi 60-75 hasil KKG dengan eluen n-Heksana:etil asetat (9:1) : (a) 
Penampakan noda setelah disemprot  H2SO4 10% kemudian dioven (b) Penyinaran 
lampu UV 254-366 nm. 
 
          
    (a)           (b) 
Hasil perbandingan noda fraksi 5, fraksi gabungan 6-15 dan fraksi 16  eluen               
n-Heksana:etil asetat (9:1) (a) Penampakan noda setelah disemprot  H2SO4 10% 




3. Hasil KLT Isolat murni etil asetat Spons Stylotella pada Uji tiga Sistem Eluen 
                                       
          (a)          (b) 
Penampakan noda hasil KLT uji tiga sistem eluen setelah disemprot  H2SO4 10% 
kemudian dioven: (a) eluen kloroform:etil asetat (9:1) dengan Rf 0,6 (b) eluen n-
heksan:aseton (8:2) dengan Rf  0,45 (c) eluen kloroform:aseton (9:1) dengan Rf 0,825 
 
                   
          (a)           (b)                    (c)  
Penampakan noda hasil KLT uji tiga sistem eluen dengan penyinaran lampu UV 254-
366 nm : (a) eluen kloroform:etil asetat (9:1) dengan Rf 0,6 (b) eluen n-heksan:aseton 
(8:2) dengan Rf  0,45 (c) eluen kloroform:aseton (9:1) dengan Rf 0,825 
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Lampiran 7: Hasil Uji Antikanker  










Konsentrasi Sampel (µg/mL) 
1000,00 500,00 250,00 125,00 62,50 31,25 15,63 7,81 
570 
0,4149 0,6947 0,6211 0,6795 0,6808 0,6873 0,6828 0,6886 0,6768 0,6837 0,6920 0,6616 
0,4400 0,6904 0,6021 0,6822 0,6849 0,6974 0,6887 0,6834 0,6862 0,6825 0,6821 0,6794 
600 
0,5118 0,1866 0,3376 0,1878 0,2238 0,1844 0,1921 0,1936 0,1906 0,1967 0,1918 0,1780 




0,6062 0,3816 0,5899 0,5551 0,6010 0,5889 0,5931 0,5843 0,5851 0,5984 0,5817 
0,5972 0,3617 0,5911 0,5748 0,6022 0,5972 0,5928 0,5974 0,5945 0,5952 0,5952 
 
 






Dokumentasi Well Plate Hasil Uji Sampel Isolat Fraksi Etil Asetat 
 
 
Dokumentasi Sel Hasil Uji Sampel Isolat Fraksi Etil Asetat 
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